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= ( 54 > Title: ADSORBING MATERIAL FOR BLOOD AND PLASMA CLEANING METHOD AND FOR ALBUMIN PURHTCA- 
^= TION 



= < 54 > Bezeichnung: ADSORB ERMATERIAL FUR BLUT-, BLUTPLASMA- UND ALB UMINREINIGUNGS VERFAHREN 

^ (57) Abstract: The invention relates to an absorbing material a method for cleaning blood and plasma and purifying albumin and to 
a method for producing said absorbing material. The inventive absorbing material is embodied in the form of a highly cross-linked 
and porous spherical divinylbenzene copolymer which contains from 4 to 30 mass % of vinylamidazole monomer incorporated by 
radical polymerisation. Sad absorbing material is embodied in such a way that it is biocompatible and suitable for removing free 
in albumin-combined toxic substances, drugs, pharmaceutical products, endogenic and exogenic toxins from blood, plasma and an 
^ external albumin circuit at a high rate and efficiency. The material is used, in particular for absorbing bilirubin and gallic acids and 
is produced by suspension polymerisation. 

^j. (57) Zusammenfassung: Die Erflndung betrifft ein Adsorbermaterial fur spezielle Blut-, Blutplasma- und Albuminreinigungsver- 
O fahren sowie ein Verfahren zu seiner Herstellung. Das erfindungsgemaBe Adsorbermaterial ist ein hochvernetztes, hochporoses 
g kugelfdrmiges Divinylbenzen-Copolymer, das 4 bis 30 Ma% eines radikalisch einpolymerisierten Vinylimidazol-Monomeren ent- 
^ halt. Das Adsorbermaterial ist biokompatibel, und geeignet, freie und albumingebundene Giftstoffe, Drogen, Pharmaka endogene 
O Und ex °S ene Toxane aus dem Blut » Blutplasma bzw. einem externen Albuminkreislauf mit hoher Geschwindigkeit und Kapazitat zu 
entfernen. Es ist besonders geeignet fur die Adsorption von Bilirubin und Gallensauren. Das erfindungsgemaBe Adsorbermaterial 
^ wird durch Suspensionspolymerisation hergestellt. 
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Adsorbermaterial fur Blut-, Blutplasma- und Albuminreinigungsverfahren 

Die Erfmdung betrifft ein Adsorbermaterial fur Blut-, Blutplasma- und Albumin- 
reinigungsverfahren sowie ein Verfahren zu seiner Herstellung. 

Anwendungsgebiete fur die Erfindung sind spezielle Blut-, Blutplasma- und Al- 
5 buminreinigungsverfahren in der Medizin und Pharmazie, die freie und albu- 
mingebundene Toxine sowie Giftstoffe aus dem Blut, Blutplasma bzw. Albumin 
entfernen. Diese Verfahren werden zur Behandlung von Arzneimittel- und Dro- 
genvergiftungen, Vergiftungen mit Chemikalien und hochdosierten Chemothe- 
rapiemedikamenten, akutem und chronischem Nierenversagen, akuten und 
10 chronischen Lebererkrankungen (wie z.B. Hyperbilirubinamie, Cholestase, he- 
patische Encephalopathie, fulminantes Leberversagen) sowie Multiorganversa- 
gen eingesetzt 

Die konventionellen Methoden der Blutreinigung werden in Membrantechniken 
(Hamodialyse, Plasmapherese, Ultrafiltration), Adsorptionstechniken (Hamo- 

15 perfusion, Plasmaperfusion) und in kombinierte Membran-Adsorptions- 

Techniken (z.B. MARS®-Verfahren) eingeteilt. Bei den Membrantechniken wird 
ein unerwunschter Stoff aus einem fltissigen Gemisch entfernt, indem man das 
Gemisch uber eine semipermeable Membran mit einer Spullosung in Kontakt 
bringt, die den zu entfernenden Stoff nicht enthalt (Dialyse). Der Unterschied 

20 zwischen der Konzentration des zu trennenden Stoffes in dem Stoffgemisch 
und in der Spullosung ist die Triebkraft fur den Konzentrationsausgleich. 1st die 
Porengrofce der semipermeablen Membran so, dafi der zu trennende Stoff hin- 
durchdringen kann, erfolgt der Konzentrationsausgleich durch Permeation des 
zu trennenden Stoffes in die Spullosung. Bei der Hamolyse werden also Memb- 

25 ranen eingesetzt, deren Poren grofi genug sein mussen fur die zu entfernenden 
Toxine und gleichzeitig klein genug, um die Blutbestandteile hoherer Molekul- 
grofie wie z.B. Albumin, Hamoglobin, Erythozyten, Leukozyten und Thrombo- 
zyten nicht durchzulassen. 
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Bei den Adsorptionstechniken (Hamoperfusion, Plasmaperfusion) flie&t das 
Vollblut bzw. nur das Blutplasma durch eine Saule bzw. Kartusche, die mit ei- 
nem makroporosen Stoff wie Aktivkohle, Adsorberpolymer Oder lonenaustau- 
scher gefullt ist und wird dabei entgiftet. Bei der Plasmaperfusion miissen vor 
5 dem Adsorptionsschritt die Blutzellen zunachst abgetrennt und nach der Be- 
handlung wieder mit dem Blutplasma zusammengefuhrt werden. 

Zu den kombinierten Verfahren der extrakorporalen Blutreinigung gehort das 
MARS®-Verfahren (Molecular Adsorbent Recirculating System), das eine Kom- 
bination aus Dialyse und Perfusion darstellt. Bei dem MARS®-Verfahren wird 

10 das Blut des Patienten durch einen Albumindialysator geleitet und danach dem 
Patienten zuruckgefuhrt. In dem Albumindialysator zirkuliert an der Waschseite 
reine Albuminlosung in einer Konzentration von 5-20%. Da die meisten Blutto- 
xine albumingebunden transportiert werden, entsteht so die Triebkraft fur die 
Toxine, die Dialysemembran zu passieren. Die Albuminwaschlosung wird im 

15 Anschluli in-line im Perfusionsblock gereinigt, danach einer Standarddialyse 
unterworfen und wieder zum Albumindialysator zuruckgefuhrt. Mit diesem Prin- 
zip gelingt es, die Entgiftungsfunktion der Leber zu ersetzen, welche bei Leber- 
versagen primar lebensbedrohlich ist. 

Hamodialyse, Ultrafiltration und Plasmapherese trennen die Bestandteile des 
20 Blutes nach ihrer GroBe weitgehend unselektiv. Im Unterschied dazu konnen 
Sorptionstechniken sowohl sehr selektiv als auch weniger selektiv arbeiten. Die 
Membranverfahren benotigen maligeschneiderte Membranen, die Sorpti- 
onstechniken benotigen maBgeschneiderte Adsorbermaterialien. 

Als Adsorbermaterialien fur extrakorporale Blutreinigungsverfahren werden ne- 
25 ben der Aktivkohle zunehmend synthetische, makropordse Adsorberpolymere 
eingesetzt. Triebkraft fur diese Entwicklung sind die Nachteile von Aktivkohle- 
materialien. Hierzu zahlen geringe mechanische Stabilitat, geringe Selektivitat 
und geringe Adsorptionsgeschwindigkeit, ferner hohe Ruckhaltung von weilien 
Blutkdrperchen und Blutblattchen und die Initiierung von Blutgerinnseln. 
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In der Literatur und in Patenten werden folgende polymere Adsorbermaterialien 
beschrieben: 

• porose und hochporose Styren-Divinylbenzen-Copolymere, 

• makroporose Divinyfbenzen-Copolymere, 

• makroporose Methacrylat- bzw.- Acrylat-Co- und Terpolymere, 

• porose, perlformige Cellulosederivate. 

Adsorbentien aus Aktivkohle bzw. aus beschichteter Aktivkohle, beispielsweise 
mit einer Losung aus Polyacrylsaure Oder aus Polyacrylsaure und Polyethyle- 
nimin wurde in der SU-732207 beschrieben. Weitere polymere Beschichtungen 
von Aktivkohle wurden in der US-4048064, US-41 71283, US-5420601 und SU- 
844769 beansprucht. Die Nachteile von Aktivkohlen wie die geringe mechani- 
sche Stabilitat und geringe Adsorptionsgeschwindigkeit konnten dadurch jedoch 
nicht beseitigt werden. 

Makroporose Styren-Divinylbenzen-Copolymere wurden zur Entfernung von 
Barbituraten und Glucothimiden aus dem Hundeblut 1974 in der US-3794584 
eingesetzt. In der Folgezeit zeigte sich aber, da(J sie in hohem MaRe unpolar, 
unselektiv und blutunkompatibel sind. Hochporose Styren-Divinylbenzen- 
Copolymere mit spezifischer Oberflache uber 800 m 2 /g, erhalten durch Nach- 
vernetzung von schwachvemetzten Styren-Divinylbenzen-Copolymeren mit 
Hilfe von Monochlordimethylether in Gegenwart von Friedel-Crafts- 
Katalysatoren, wurden zwolf Jahre spater 1986 ebenfalls als besonders effekti- 
ve und schnelladsorbierende Materialien fur die Hamoperfusion in der DD- 
249274A1 beschrieben. Auch diese Adsorberpolymere haben unzureichende 
Blutkompatibilitat und erfordern zusatzliche Nachbehandlungen. Ferner ist ihre 
Herstellung durch den Einsatz des cancerogenen Monochlordimethylether mit 
hohen Risiken fur die Menschen und die Umwelt verbunden. 

Durch spezielle und aufwendige Modifizierung der Oberflache von hochporosen 
Styren-Divinylbenzen-Copolymeren mit Trifluoralkoxyphosphazenen (US- 
5773384) wird die Blutkompatibilitat verbessert. Die nachtragliche Modifizierung 
verringert jedoch die spezifische Oberflache und Porenzuganglichkeit und stei- 
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gert enorm den Reinigungsaufwand, denn alle iiberschussigen Reagenzien und 
Katalysatoren miissen aus den Mikro-, Meso- und Makroporen des Polymeren 
vor dem Einsatz in der Hamoperfusion entfernt werden. 

Die Modifizierung der Oberflache von hochvernetzten Divinylbenzen- 
Copolymeren durch Beschichtung oder Pfropfpolymerisation ist Gegenstand der 
vor kurzem angemeldeten Patente US-6419830 (2001) und US-6423024 (2002) 
zur Herstellung von hochpordsen, kugelfdrmigen Divinylbenzenharzen fur die 
Absorption von gesundheitsschadlichen Stoffen wie z.B. B-2-Microglobulin aus 
Blut oder Plasma. Fur die Beschichtung werden kommerziell erhaltliche, hoch- 
pordse Divinylbenzen-Copolymere eingesetzt, die aus 60 bis 90% Divinylben- 
zen bestehen, eine spezifische Oberflache von 200 bis 1600 m 2 /g aufweisen, 
Porengrbften von 20 bis 500 A mit einem Porengesamtvolumen bis 2.5 ml/g 
haben und im Korngroftenbereich von 25 bis 2500 urn erhaltlich sind. Die ha- 
mokompatiblen Schichten werden durch Reaktion der restlichen Vinylgruppen 
auf der Oberflache der DVB-Copolymeren mit hamokompatiblen Monomeren 
oder Polymeren erhalten. bestehend aus Phosphatidylcholin, Heparin, Polyal- 
kylenglykolen, Polyalkoxyphosphazenen und Polyvinylpyrrolidon. Weitere b'e- 
anspruchte Beschichtungen bestehen aus verschiedenen Vinylpyridin-, Vinyli- 
midazol- und Vinylpyrrolidon-Derivaten sowie verschiedenen Acrylsaure- und 
Methacrylsaurederivaten. Der offensichtliche Nachteil dieser beiden Patente ist, 
daft die hamokompatible Beschichtung nachtraglich erfolgt und wie schon oben 
aufgefuhrt ebenfalls zur Reduktion der spezifischen Oberflache und Porenzu- 
ganglichkeit fuhrt. Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens ist die vollstandige 
Entfernung der zur Beschichtung verwendeten Monomeren, die in ihrer mono- 
meren Form oft stark gesundheitsschadigend oder sogar cancerogen sind. Die 
Reinigung der auf diese Weise hamokompatibel modifizierten Polymere ist also 
aufwendig, kostspielig und nicht ganz risikofrei. 

Die aus Polymerldsungen aufgebrachten hamokompatiblen Beschichtungen 
haben dagegen oft den Nachteil, daft sie sich in waftriger isotonischer Koch- 
salzldsung bzw. in Kdrperflussigkeiten teilweise losen und so unkontrolliert in 
den Blutkreislauf des Patienten gelangen kdnnen. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein vorwiegend kugelformiges, bio- 
kompatibles Adsorbermaterial zur Verfugung zu stellen, das geeignet ist, freie 
und albumingebundene Giftstoffe, Drogen, Pharmaka, endogene und exogene 
Toxine aus dem Blut, Blutplasma bzw. einem externen Albuminkreislauf mit ho- 
her Geschwindigkeit und Kapazitat zu entfernen. Ferner soil ein Verfahren be- 
reitgestellt werden, mit dem ein derartiges Adsorbermaterial einfach und mit 
vertretbarem dkonomischem Aufwand herstellbar ist. 

Erfindungsgemaft wird die Aufgabe dadurch geldst, daft als Adsorbermaterial 
ein hochvernetztes, hochpordses, partikel- bzw. kugelfdrmiges Divinylbenzen- 
Copolymer eingesetzt wird, das aus 4 bis 30 Ma% eines oder mehrerer einpo- 
lymerisierter nichtsubstituierter oder substituierter Vinylimidazol-Monomere und 
50 bis 85 Ma% einpolymerisiertem Divinylbenzen (DVB) sowie 5 bis 40 Ma% 
einpolymerisiertem Ethyl-Vinyl-Benzen besteht. Geeignete Vinylimidazol- 
Monomere sind 1-Vmylimidazol und/oder 4-Vinylimidazol allein bzw. im Ge- 
misch. Weitere geeignete Vinylimidazol-Monomere sind 1-Vrnyl-2- 
methylimidazol, 1-Vinyl-2-ethylimidazol, 1 -Propenyl-2-methylimidazol und 
1-Allyl-2-methylimidazol allein oder in verschiedenen Gemischen miteinander 
bzw. mit den unsubstitutierten Vinylimidazol-Monomeren. Der Anteil der Imida- 
zol-Monomere in dem erfindungsgemaften Adsorberpolymeren kann in weiten 
Grenzen, vorzugsweise zwischen 5 und 20 Mol% variiert werden. Geeignete 
Divinylbenzen-Monomere sind die kommerziell erhaltlichen Ldsungen von Divi- 
nylbenzen bestehend aus 60 bzw. 80 Ma% Divinylbenzenisomeren und 40 bzw. 
20 Ma% verschiedener Isomere des Ethyl-Vinyl-Benzens. 

Das erfindungsgemafte Adsorbermaterial besitzt insbesondere eine optimierte 
spezifische Obeniache im Bereich von 200 bis 900 m 2 /g und eine optimierte 
Porengrdftenverteilung mit einem Gesamtporenvolumen von 1,0 bis 2,0 cm'/g. 
Bevorzugte Ausfuhrungen der Erfindung weisen bis zu 0,3 cmVg Mikroporen, 
bis 1,2 cnWg Mesoporen und bis 0,5 cm 3 /g Makroporen auf. Nach IUPAC wer- 
den Mikroporen definiert als Poren mit einem Porendurchmesser unter 20 A, 
Mesoporen sind Poren zwischen 20 und 500 A und Makroporen sind Poren 
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grofier als 500 A. Der vorteilhafte durchschnittliche Porendurchmesser liegt 
zwischen 100 und 500 A, vorzugsweise bei 300 A. 

Ferner weist das Adsorbermaterial vorzugsweise eine Korngrdftenverteilung 
von 50 bis 300 Mm auf, insbesondere dann, wenn es in einem Perfusionsverfah- 
ren oder im MARS®-Verfahren eingesetzt werden soil. Fur neuartige alternative 
Plasma- und Blutreinigungsverfahren konnen die Teilchen auch im Korngro- 
lienbereich von 1 bis 50 urn hergestellt werden. Ein besonderer Vorteil der vor- 
liegenden Erfindung ist, dali die Teilchen vorwiegend kugelformig sind und in 
enger KorngroBenverteilung hergestellt werden konnen. 

Das erfindungsgemalie Adsorbermaterial wird nach dem Verfahren der Sus- 
pensionspolymerisation in Gegenwart von ausgewShlten inerten Stoffen und 
Suspensionsstabilisatoren hergestellt. Die Inertstoffe werden nach der Polyme- 
risation wieder aus dem Polymeren entfernt. Sie sind in Verbindung mit dem 
Anteil an DVB im Polymerisationsansatz fur den Grad der Porositat verantwort- 
lich, d.h. fur die PorengroGenverteilung und Porenvolumen. Als verwendbare 
Inertmittel seien beispielsweise genannt aliphatische und aromatische Kohlen- 
wasserstoffe, hdhermolekulare Alkohole, Ester, bzw. geeignete Polymerlosun- 
gen. Bevorzugte erfindungsgemafte Inertstoffe sind: Toluen, Dichlorethan, Tet- 
rachlorkohlenstoff, Butylacetat, Ethylacetat. einzeln oder als Gemisch. Der An- 
teil des Inertstoffes in der organischen Phase kann im Bereich von 25 bis 50 
Ma% variiert werden. 

Die Aufgabe der Suspensionsstabilisatoren ist, die Koagulation der Tropfchen 
wahrend der Polymerisation zu verhindern. Geeignete erfindungsgemafte Sus- 
pensionsstabilisatoren sind wasserlosliche synthetische und naturliche Polyme- 
re, z.B. Polyvinylalkohol, teilweise verseiftes Polyvinylacetat, Methylcellulose, 
Hydroxyethylcellulose, Polyacrylsaure-Natriumsalze, Natriumsalz der Carboxy- 
methylcellulose. ferner Pickering-Stabilisatoren, beispielsweise Calciumphos- 
phat, Bentonite, Montmorillonite, Aluminiumhydroxid, Magnesiumhydroxid, Cal- 
ciumcarbonat. 
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Die Suspensionspolymerisation wird mit Hilfe von monomerldslichen radikali- 
schen Initiatoren gestartet. Geeignete erfindungsgemafie Initiatoren sind Di- 
benzoylperoxid, Methylethylketonperoxid, Azoisobutyronitril. Vorzugsweise wird 
die Initiatormenge von 0,2 bis 2,0 Ma% bezogen auf das Gewicht des Mono- 
5 mergemisches verwendet. 

Das erfindungsgemaft hergestellte Adsorbermaterial weist im Vergleich zu her- 
kommlichen Aktivkohlen und anderen kommerziellen Adsorbermaterialien we- 
sentlich hohere Adsorptionskapazitaten und Adsorptionsgeschwindigkeiten ge- 
genuber von freien und albumingebundenen Toxinen sowie Giftstoffen auf, ins- 
10 besondere - wie in den nachfolgenden Beispielen gezeigt wird - gegenuber 
von Bilirubin-Albumin-Komplexen (B-HSA-Losungen) und gegenuber von freien 
Gallensauren. 

Ferner adsorbiert das erfindungsgemafte Adsorbermaterial ebenfalls N- 
Acetyltryptophan, Octansaure, Fettsauren, Phenole und Coffein mit wesentlich 

15 hoherer Geschwindigkeit und Kapazitat als die kommerziell erhaltlichen Adsor- 
bermaterialien. Aulierdem besitzt dieses Adsorbermaterial gute Biokompatibili- 
tat, wie in Cytotoxizitatstests und Hamolysetests gezeigt werden konnte. Das 
Adsorbermaterial lalit sich ohne Beeintrachtigung seiner vorteilhaften Eigen- 
schaften sterilisieren und aufgrund seiner guten mechanischen Stabilitat ab- 

20 riebfrei behandeln. Bei der Anwendung in Saulen und Kartuschen zeigt es vor- 
teilhaftes Strdmungsverhalten, so daft Durchfluftgeschwindigkeiten bis 200 
ml/min realisierbar sind. Das erfindungsgemafte Adsorbermaterial wurde in Bili- 
rubin-Humanserum-Albumin-Losungen sowohl im Batch-Verfahren (statischer 
Bilirubintest) als auch unter Kreislaufbedingungen (dynamischer Bilirubintest) 

25 gepruft 

Die Erfindung wird im folgenden anhand nachstehender Beispiele naher erlau- 
tert. 
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Beispiel 1 

Herstellung eines erfindungsgema&en Adsorbermaterials (AM1 ) 

In einem ummantelten 250-ml-ZylindergefaB, ausgestattet mit KPG-Ruhrer, 

RuckflulXkuhler, Temperaturfuhler und 2 Schikanen werden 0,28 g Polyvinylal- 

5 kohol mit einer Molmasse von 49000 g/mol in 142,5 g deionisiertem Wasser bei 
30 °C gelost. Danach werden 7,5 g NaCI zugegeben und die Lbsung auf 70 °C 
gebracht. Die Ruhrgeschwindigkeit wird dabei auf 650 U/min eingestellt. Die 
Monomermischung, bestehend aus 18,7 g Divinylbenzen, 12,5 g 1- 
Vinylimidazol, 18,7 g Ethylacetat und 0,25 g AIBN. wird auf einmal zugegeben. 

10 Die entstandene Emulsion wird bis zur Ausbildung stabiler Trbpfchengrdfte 60 
min bei 70 °C geruhrt, danach auf 80 °C erhitzt und bei dieser Temperatur 10 h 
polymerisiert. Die entstandene Suspension wurde danach auf Raumtemperatur 
abgekuhlt, auf einer Filternutsche abfiltriert, zunachst mit 3fachem Bettvolumen 
an deionisiertem Wasser und danach mit 2fachem Bettvolumen Ethanol gewa- 

15 schen. Anschlieliend wurde der Filterkuchen 12 h bei 100 °C in einem Vaku- 
umtrockenschrank getrocknet. 

Die Zusammensetzung des Copolymers wurde mit Hilfe der Elementaranal'yse 
bestimmt. Der gefundene Stickstoffwert betrug 6,2%, das entspricht 20,8 Ma% 
bzw. 26,7 Mol% an Vinylimidazol in dem Divinylbenzen-Vinylimidazol- 

20 Copolymeren. Die Ausbeute betrug 22 g. Die erhaltenen Partikel waren kugel- 
formig und lagen im KorngroBenbereich von 50 bis 150 urn (Fig. 1). Die spezifi- 
sche Oberflache, bestimmt mit der BET-Stickstoffadsorption, betrug 509 m 2 /g. 
Das Gesamtporenvolumen lag bei 1,3 ml/g und setzte sich zusammen aus 0,25 
ml/g Mikroporen, 0,75 ml/g Mesoporen und 0,3 ml/g Makroporen in 1 g des Co- 

25 polymeren. 

Beispiel 2 

Bestimmung des Adsorptionsverhaltens gegenuber von Bilirubin 

Die Eignung der erfindungsgemaden Adsorbermaterialien fur die extrakorporale 
Blutreinigung wurde mit Hilfe eines statischen und eines dynamischen Bilirubin- 
30 Adsorptionstests bewertet und mit den zur Zeit in der Medizin ublichen Aktiv- 
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kohleadsorbenzien verglichen. Es ist bekannt, dafi das menschliche Albumin 
das Bilirubin besonders stark bindet. Aufgrund dessen wird das Adsorptions- 
verhalten verschiedener Adsorbentien gegenuber Bilirubin-Humanserum- 
Albumin-Komplexen stellvertretend fur zahlreiche weitere albumingebundene 
5 Bluttoxine und Giftstoffe betrachtet. 

Bilirubin ist ein Abbauprodukt des Hamoglobins (roter Blutfarbstoff) und kommt 
in den Gallenfarbstoffen vor. Bei Gelbsuchtkranken tritt es in erhohtem MafJe im 
Blut auf und verursacht die charakteristische Gelbfarbung der Patienten. Biliru- 
bin entsteht normalerweise in der Milz durch oxidative Spaltung des Porphyrin- 
ic Rings des Hams und nachfolgende Hydrierung des grunen Zwischenprodukts 
Biliverdin. Als Entkoppler oxidativer Phosphorylierung ist Bilirubin hochgiftig fur 
den Organismus und wird deshalb in der Blutbahn an Serum-Albumin gebun- 
den und zur Leber transportiert. Bei Patienten mit akutem Leberversagen kann 
die Leber das Albumin nicht vom Bilirubin befreien. Diese Aufgabe der Leber 
15 sollen selektive Adsorberharze in den Perfusionsverfahren und gegebenenfalls 
eine selektive Membran in der MARS®-Anlage ubernehmen. 



H h H H 




CH 3 CH CH 3 CH, CH, CH, CH, CH 

II II II 

CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 

I I 
COOH COOH 

Struktur vpn Bilirubin 



Herstellung der Testlosung 

20 In Analogie zu den Verhaltnissen im menschlichen Organismus wird das Biliru- 
bin zunachst mit Humanserum-Albumin komplexiert und dieser Komplex als B- 
HSA-L6sung bezeichnet. Hierzu werden 33 mg Bilirubin in ein Eppendorfgefafc 
eingewogen, mit 1,25 ml 0,1 m NaOH versetzt und unter LichtausschluR inner- 
halb von 5 min im Ultraschallbad gelost Nach der Auflosung wird der gesamte 
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Inhalt des EppendorfgefaRes quantitativ in eine braune 1 00-ml-Flasche uber- 
fuhrt, in der vorher 28 ml 20%ige HSA-L6sung (Aventis) und 84 ml 0,9%ige 
NaCI-Losung vorgelegt wurden. Die so hergestellte B-HSA-L6sung enthalt 5 
Ma% Albumin und 504 pmol Bilirubin pro Liter B-HSA-L6sung. 

Konditionierung der Adsorbermaterialien 

500 mg des getrockneten Adsorbermaterials werden in ein SPE-Saulchen ein- 
gewogen und auf einer SPE-Vakuumstation plaziert. Das Adsorbermaterial wird 
jetzt nacheinander 2 mal mit 5 ml 70 %iger Ethanolldsung versetzt, 5 mal mit 5 
ml Wasser gewaschen und anschlieGend 3 mal mit 0,9 %iger NaCI-Losung ge- 
waschen und dann 2 min trockengesaugt. 

Statischer Bilirubintest (Batch-Verfahren) 

500 mg des konditionierten Adsorbermaterials werden in einem SchuttelgefaG 
mit 5 ml B-HSA-L6sung versetzt. Anschlieftend werden die Proben in einem 
Laborschuttler intensiv geschuttelt. In Zeitabstanden von 15, 60 und 120 min 
wird der Schuttelversuch unterbrochen und aus der uberstehenden Ldsung 100 
pi Probe fur die UV-spektroskopische Bestimmung der Bilirubin- 
Restkonzentration entnommen, mit 0,9 ml 0,9 %iger NaCI-Losung verdunnt und 
in einer 0,2-cm-Kuvette vermessen. 

Fur die Bestimmung der Bilirubin-Restkonzentration wird das langwellige Ab- 
sorptionsmaximum bei 453 nm genutzt. Die Anderung dex Extinktionsmaxi- 
mums dieser Bande entspricht der Anderung der Bilirubinkonzentration in der 
B-HSA-L6sung. Als Referenzwert dient die Extinktion der B-HSA-L6sung vor 
dem Kontakt mit dem Adsorbermaterial. So lassen sich relative Konzentrations- 
anderungen leicht ermitteln. Ublicherweise wird die verbleibende Bilirubinkon- 
zentration nach 15, 60 und 120 min als Gruppe von 3 Zahlenwerten in % ange- 
geben. Die Referenz-B-HSA-L6sung enthalt 5% Humanserum-Albumin und 505 
pmol/l Bilirubin. Die Ergebnisse zeigt Fig. 2a. 
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Dynamischer Bilirubintest (Kreislaufverfahren) 

Zum Vergleich des erfindungsgemafcen Adsorbermaterials mit der zur Zeit in 
der Medizin ublicherweise eingesetzten Aktivkohle wurde ein dynamischer Bili- 
rubin-Adsorptionstest entwickelt. Dieser Test versucht, die Bedingungen in ei- 
nem konventionellen Perfusionsverfahren bzw. in einer MARS®-Anlage zu si- 
mulieren. Hierzu wird das Adsorbermaterial in Festphasenextraktionssaulen 
(„Minikartuschen") gegeben und auf eine SPE-Station aufgesetzt. Es wird dann 
wie oben konditioniert und anschliefcend mit B-HSA-L6sung versetzt. Mit Hilfe 
leichten Unterdrucks wird die Lc-sung durch das Adsorbermaterial durchgesaugt 
und im F.ltrat die Bilirubinkonzentration UV-spektroskopisch bestimmt. Das Filt- 
rat wird anschlieliend erneut in die Saule gegeben und die gesamte Prozedur 7 
mal wiederholt. Die Ergebnisse zeigt Fig. 2b. 

Vergleichsbeispiel 

Zum Vergleich des Adsorptionsverhaltens des erfindungsgemalJen Adsorber- 
materials wurden die zur Zeit in der Medizin verbreitete Aktivkohle nach dem 
oben beschriebenen Verfahren konditioniert und sowohl dem statischen als' 
auch dem dynamischen Bilirubintest unterworfen. Die Fig. 2 zeigt das Verhalten 
der Aktivkohle und der erfindungsgemalien Adsorbermaterialien im statischen 
und dynamischen Test nebeneinander. 

Die Adsorptionsgeschwindigkeit des erfindungsgemaRen Adsorbermaterials ist 
wesentlich h6her als die der zur Zeit eingesetzten Aktivkohle (statischer Test, 
Fig. 2a). Die Aktivkohle adsorbiert innerhalb 1 h ca. 60 % des Bilirubins aus der 
B-HSA-L6sung. Im Vergleich dazu adsorbiert das Adsorbermaterial unter den 
gleichen Bedingungen fast das gesamte Bilirubin (98-100 %). 

Im dynamischen Test zeigt sich die Oberlegenheit des Adsorbermaterials noch 
deutlicher (Fig. 2b). Wahrend die Aktivkohle unter dynamischen Bedingungen 
so gut wie nicht adsorbieren kann, zeigt das erfindungsgemafte Adsorbermate- 
rial eine exponentiell verlaufende Abnahme der Bilirubinkonzentration. Nach 7 
Durchgangen durch das Adsorberbett betragt die relative Bilirubin- 
Restkonzentration im Filtrat ca. 25 %. Dieses Ergebnis lalit eine deutliche Ver- 
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kurzung der Behandlungszeit, eine Steigerung der Wirksamkeit und eine Erho- 
hung der Oberlebenschancen von Patienten mit akutem Leberversagen erwar- 
ten. 

Beispiel 3 

5 200 mg des Adsorbermaterials AM1 wurden in eine 6-ml-SPE-Saule eingewo- 
gen und mit 5 ml 70 Ma%iger Ethanollosung, 5 ml dest. Wasser und 5 ml 0,9 
%iger NaCI-Losung konditioniert Das so vorbereitete Adsorbermaterial wurde 
anschliefcend mit 2 ml einer Gallensaurelosung (c = 1 mg/ml) in 0,9 %iger NaCI- 
Losung beladen. 20 \j\ des Eluats wurden dahn auf eine GPC-Saule HEMA 

10 2000 gegeben, mit 0,9 %iger NaCI eluiert und mit Rl-Detektor detektiert. Die 
Beladung mit Gallensaurelosung wurde so oft wiederholt, bis im Chroma- 
togramm ein Peak der Gallensauren nachgewiesen werden konnte. Aus der 
Anzahl der Beladungsschritte bis zu diesem Zeitpunkt wurde die Kapazitat des 
Adsorbermaterials zu 210 mg Gallensauren pro Gramm Adsorbermaterial AM1 

15 ermittelt. 
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Patentanspruche 

1 . Adsorbermaterial auf der Basis vernetzter, poroser Imidazol-Divinylbenzen-Copolymere, 
gekennzeichnet dadurch, dass 

durch spezifische Suspensionspolymerisation in Gegenwart von Luft und/oder SauerstoflF 
sowie eines Salzes und Inertstoffes ein Monomergemisch aus mindestens 50 Gew.% Divi- 
nylbenzen-Vernetzer und 4-30 Gew.% eines lmidazol-Derivates radikalisch polymeri- 
siert wird, wobei ein hochvernetztes, hochporoses, kugelformiges Adsorbermaterial mit 
den spezifischen Charakteristika Oberflache, PorengroBenverteilung, Porendurchmesser 
und KorngroBenbereich ftir Blut-, Blutplasma- und Albuminreinigungsverfahren bereitge- 
stellt wird. 

2. Adsorptionsmaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass 

die radikalisch polymerisierbaren Imidazol-Derivate 1- oder 4- substituierte Vinyl-, 
Allyl- und/ oder Propenylimidazole oder deren Gemische sind. 

3. Adsorbermaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass 

das Divinylbenzen-Copolymere aus 50 bis 85 Ma% einpolymerisierten isomeren Divinyl- 
benzen-Monomeren und 5 bis 40 Gew% einpolymerisierten isomeren Ethyl-Vinyl- 
Benzen-Monomeren besteht.. 

4. Adsorbermaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass 
es eine spezifische Oberflache. von 200 bis 900 m 2 /g hat. 
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Adsorbermaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass 

es ein Gesamtporenvolumen von 1,0 bis 2,0 cm 3 /g hat, wobei in 1 g des Materials bis 0,3 
cm 3 Mikroporen, bis 1,2 cm 3 Mesoporen und bis 0,5 cm 3 Makroporen enthalten sind. 

Adsorbermaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass 

die Partikel vorwiegend kugelformig sind und in einem KorngroBenbereich von 1 bis 300 
^im, vorzugsweise 50 bis 200 ^im oder 1 bis 50 \xm vorliegen. 

Verfahren der Suspensionspolymerisation zur Herstellung des Adsorbermaterial s nach 
Anspruch 1, 

bei dem die waBrige Phase 5 bis 25 Gew% eines Salzes sowie 0,5 bis 5 Gew.% eines Sus- 
pensionsstabilisators enthalt, die organische Phase 25 bis 50 Gew.% eines Inertstoffes ent- 
halt und die Polymerisation in Gegenwart von Luft bzw. Sauerstoff geftihrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 7, gekennzeichnet dadurch, dass 

als Inertstoffe bevorzugt Toluen, Ethylacetat, Butylacetat, Dichlorethan, Tetrachlorkohlen- 
stoff einzeln oder als Gemisch verwendet werden. 

Verfahren nach Anspruch 7 ,gekennzeichnet dadurch, dass 

als Suspensionsstabilisatoren bevorzugt Polyvinylalkohol oder Methylcellulose oder 
Hydroxy ethylcellulose oder Calciumphosphat oder Aluminiumhydroxid oder Magnesi- 
umhydroxid verwendet wird. 
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10. Verwendung des Adsorbermaterials nach Anspruch 1 bis 9, 

zur Blutreinigung in Plasma- bzw. Blutperfusionsverfahren. 

1 1. Verwendung des Adsorbermaterials nach Anspruch 1 bis 9, 
im Molecular Adsorbent Recirculating System (MARS®-Verfahren). 

12. Verwendung des Adsorbermaterials nach Anspruch 1 bis 9, 
als Adsorbens fur Bilirubin und Gallensauren. 
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Fig. 1; Teilchenform und -verteilung des Adsorbermaterials aus Beispiel 1 




AktivkoWe AM 1 01234S67 

Anzahl der DurchOufe 



Fig. 2: Vergleich von Aktivkohle und Adsorbermaterial im statischen (a) und dy- 
namischen (b) Bilirubin-Adsorptionstest. 
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